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Sammanfattning

Etylenglykol (EG) ar ett toxiskt &mne som kan orsaka livsfarliga komplikationer. Syftet med studien var
att genom systematiska litteratursékningar gora en sammanstillning och en jamforelse av metoder som
anviands for direkt kvantifiering av EG i patientprov. Studien utfordes med en systematisk
litteraturstudiemetod, genom litteraturskning i tvd databaser: PubMed och MEDLINE.
Datasokningens resultat var 12 vetenskapliga artiklar som validerade fyra direkta
kvantifieringsmetoder. De kvantifieringsmetoderna av EG delades upp i fyra grupper: enzymatiska,
gaskromatografi med flammajoniserings detektor (GC-FID), gaskromatografi masspektrometri (GC-
MS) och vitskekromatografi-tandem-masspektrometri (LC-MS-MS). De fyra metoderna jamfordes for
att bestimma vilken metod som har bast sensitivitet och specificitet. Daremot kunde denna jamforelse
inte utféras i GC-MS och LC—MS-MS pé grund av avsaknad data for vissa sensitivitet och specificitet
parametrar och dirav sd jamfordes endast enzymatisk metoder och GC-FID mot varandra. Slutsatsen
av jamforelsen mellan GC-FID och enzymatiska metoder har antytt pd att den termiska desorption-
gaskromatografi med flammajoniserings detektor (TDC-GC-FID), som var en ny utveckling av GC-FID,
var den bista metoden utifrdn dens sensitivitet och specificitet. Det behovs dock utforas studier dar alla
fyra metoder testas for samma parametrar for att bestimma den absoluta béasta metoden for direkt
kvantifiering av EG.

Nyckelord: enzymatisk metod, termisk desorption-gaskromatografi, jaimforelse, sensitivitet,
specificitet.



Alternative title: Direct quantification methods of Ethlyene glycol in patient samples.
Summary

Ethylene glycol (EG) is a toxic substance that can cause life threatening complications. The aim of this
study was through systematic literature searches create a summary and comparison between methods
used for direct quantification of EG in patient samples. The study performed a literature study in the
databases: PubMed and MEDLINE. The data search resulted in 12 scientific articles that validated four
direct quantification methods. Those methods were: enzymatic, gas chromatography with flame
ionizing detector (GC-FID), gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) and liquid
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS-MS). The four methods were compared to decide
which method had the best specificity and sensitivity. This comparison could not be done in GC-MS and
LC-MS-MS due to missing data for certain specificity and sensitivity parameters and therefore only GC-
FID and enzymatic methods were compared to each other. The conclusion of the comparison between
GC-FID and enzymatic methods have resulted in that the thermal desorption gas chromatography with
flame ionizing detector (TDC-GC-FID), that was a newly developed GC-FID, was the best method due
to its specificity and sensitivity. Future studies where all four methods are tested for the same
parameters to decide the absolute best method for direct quantification of EG is needed.

Keywords: enzymatic method, thermal desorption-gas chromatography, comparison, sensitivity,
specificity.
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1. Inledning

Etylenglykol (EG) ar ett valdigt toxiskt &mne att fortara for savil djur som méanniskor. Det dr ett amne
skapat av méanniskan vilket kan aterfinnas i manga dagliga varor, framforallt bilunderhélls medlen som
till exempel frostskyddsmedel och bromsvitska (1). Etylenglykol i kroppen bildar toxiska metaboliter
som kan orsaka stor skada. Det har dven forekommit incidenter dar manniskor har anvant EG i syfte att
bega sjalvmord. En snabb identifiering av EG, ar grunden for tillampningen av olika terapeutiska
strategier, vilket kan férhindra organskador och dod. Darfor maste lampliga kvantifieringsmetoder
tillimpas i de kliniska laboratorierna.

Historiskt har EG kvantifiering varit en utmaning. Bade kolorimetriska och enzymatiska metoderkan
anvandas, dock i de flesta kliniska laboratorier anvinds dessa metoder inte f6r narvarande i stor
utstrackning, eftersom kommersiella "kit" nyligen blivit tillgdngliga och inte testats tillracklig &n, och
sjukhusinlaggningar pé grund av EG-forgiftningen ar relativt sillsynta. Kromatografiska metoder ar de
mest exakta, men de dr svira att implementera for de flesta kliniska laboratorier pa grund av att
metoderna kraver speciella instrument och fardighet.

Den aktuella studien kommer utréna den/de metoderna som har bésta specificitet och sensitivitet att
lyftas fram for laborativ analys av EG, vilket hjilper laboratorierna som har behov av en specifik och
sensitiv metod att bestimma vilken metod som ar mest lamplig for laborativ analys. Detta kan leda till
att underlétta diagnosen och undvika ej nédviandig behandling och/eller dodsfall.



2. Bakgrund

2.1 Etylenglykol

Etylenglykol ar en organisk molekyl som ar fiarglos, luktlos och smakar s6t (1). Vid fortaring ar EG en
toxisk molekyl som har pévisats leda till dédsfall om behandling utesluts. Etylenglykol ar ett imne som
forst pavisades som ett stort problem hos djur da det framforallt skedde EG forgiftning hos djur da
personer arbetade med bilar och spillde till exempel frostskyddsmedel som djuren misstog som vatten
och drack. Koncentrationen av EG i blodet dr som storst 1—4 timmar efter fortiaring och halveringstiden
i kroppen ar 3 till 9 timmar (2). Detta innebér att snabb identifiering av EG forgiftning ar valdigt viktigt
for att undvika toxiska metaboliter (3).

For att minska risken att till exempel barn ska fortira EG, har bittermedel tillsatts till vissa
etylenglykolprodukter. Aven propylenglykol, en nira besliktad forening till EG, har anvints som
ersittning eftersom den har liknande kemiska egenskaper men har minimal toxisk potential.
Propylenglykol anvinds ocksa som konservering, mjukgorande och medicinering medel, nagra av dessa
innehéller upp till 80% av propylenglykol. Dessutom ar propylenglykol en vanlig ingrediens i vissa
husdjursfoder (2).

2.2 Metabolism och Toxicitet

Etylenglykol tas upp i tarmen en timme efter fortaring. Det bryts ned i metaboliter i flera steg vilket
paborjas i levern. I lever oxideras EG till glykolaldehyd och sedan glykolsyra genom reaktioner med
alkoholdehydrogenas (ADH). Fortsatt metabolism leder till glyoxylat, vilket vid forekomst av pyridoxin
och tiamin, olika grupper av B-vitaminer, bildar mindre giftiga metaboliter. Om pyridoxin och tiamin
inte forekommer (till exempel vid allmin B-vitaminbrist eller vid ldga halter av endast dessa B-
vitaminer) sd bildas oxalsyra, vilket dr en vildig farlig metabolit som kan ga vidare och oka
komplikationer till exempel genom att reagera med intracelluldra kalciumjoner for att bilda
kalciumoxalat (3). Kalciumoxalat orsakar féallningar i urinet vilket kan orsaka njurskador genom att
kristallinducerad nefropati uppkommer med tillfilliga sidsmartor (4).

For att ha blivit forgiftad méste EG fortiras, da det inte kan orsaka forgiftning genom kontakt med hud
eller genom inandning. Den minsta dosen av EG som lett till dédsfall 4r 100mg/1 dock sa finns det dven
indikationer pé att mindre doser kan orsaka komplikationer som kan leda till dédsfall till exempel om
en person har njursvikt. Forgiftning av EG forekommer i tre faser (1). Faserna delas upp enligt tiden
som gatt sedan intagning av &mnet. Forst paverkas centrala nervsystemet (CNS) depression (30min —
12 timmar), sedan paverkas hjarta och lunga (12 — 36 timmar) och slutligen leder de till njursvikt (24 —
72 timmar) (5). Ett av de stora problemen som uppkommer &r att toxicitets symtomer av EG liknar andra
toxiska @&mnens symtomer, till exempel sé liknar de tidiga stadierna i EG forgiftning etanolforgiftning,
vilket resulterar i allvarliga komplikationer da patienter inte ger informationen att de har intagit EG (1).

2.3 Diagnos och Behandling

Diagnosen av EG-intag kan vara kliniskt svart, eftersom exempelvis en berusad eller somnolent patient
oftast inte kan ge en tillforlitlig historia. Forandringar i blodkemikalier, speciellt forhgjt anjongap eller
forhojd osmolalitetsgap, ar fortfarande de mest karakteristiska laboratoriefynden vid exponering for
EG-forgiftning (3). Osmolalitetsgapet ar skillnaden mellan det uppmitta och berdknade osmolalitet i
serum och ar vanligtvis 10—-15 mOsm/kg vatten. Dartill bor allvarlig metabolisk acidos ge upphov till
misstanke om diabetisk ketoacidos, medan forgiftning med salicylat, isopropylalkohol, cyanid och
metanol kan uteslutas. Dessutom saknas det ett samband mellan EG-koncentration i serum och kliniska
symtom pa grund av snabb omvandling av EG till dess toxiska metaboliter (6). Den allvarligaste
diagnosen ses dé kristaller uppkommer i urinen da kalciumoxalat har bildats i njuren (5).

Eftersom EG absorberas snabbt rekommenderas inte avgiftning av det gastrointestinala systemet med
gastrisk skoljning eller aktivt kol. Dock kan induktion av kriakningar direkt efter intag av enorma EG
maéangder vara effektiv. Allmin stédjande vard, dvs mekanisk ventilation, intravenosa vétskor och vaso-
konstriktorer, kan ges vid svér forgiftning. For att korrigera svar acidaemi (pH <7,3) rekommenderas
administration av natriumbikarbonat. For nirvarande finns det tva antidoter som anvinds for att
blockera alkoholdehydrogenas-medierad metabolism av EG. Det forsta ar etanol, ett kompetetiv av
alkoholdehydrogenas-substrat och fomepizol (4-metylpyrazol) som ar en alkoholdehydrogenas-
hammare. Det andra ar fomepizol som anses det forsta motgift for EG. Hemodialys anses vara en viktig



del av behandlingen av allvarlig EG-forgiftning och syftar till att avlagsna bade EG och dess toxiska
metaboliter. Dessutom att korrigera metabolisk acidos och elektrolytstorningar, vilket ddrmed minskar
behandlingstiden. Pyridoxin och tiamin kan forhindra bildandet av oxalsyra genom att underldtta
forvandling av glykoxylsyra till icke-toxiska metaboliter (7).

2.4 Kvantifieringsmetoder av EG

For att undvika onddig behandling ar det viktigt att laboratoriemetoder som anvénds for att detektera
och kvantifiera etylenglykolforgiftning ar tillrackligt specifika for att skilja mellan EG och
propylenglykol. Kliniska fynd kan 6ka misstanken for EG-forgiftning, men diagnosen beror vanligtvis
pa direkt detektering av EG i serum eller plasma (1). Indirekt identifiering av EG -intag genom att
berikna, till exempel laktat, osmolalitet-och anjongap, ar en hjélp for klinisk diagnostik, men det ger
inte den korrekta koncentrationen av EG hos patienten (4). Koncentration av glykolsyra korrelerar vil
med graden av metabolisk acidos, till skillnad frdn EG koncentration, vilket kan ge en uppfattning om
toxiciteten. Kvantifiering av glykolsyra kan ocks& anviandas for att sarskilja EG-intag frén andra orsaker
till metabolisk acidos, inklusive intag av andra giftiga alkoholer (8).

De mest anvinda direkta kvantifieringsmetoder av EG inom laboratorier ar baserade pa
gaskromatografi (GC) kopplat till flamjoniseringsdetektering (FID) eller massspektrometriska
detektorer. Men dessa tekniker dr inte automatiserade och inte tillgingliga i de flesta kliniska
laboratorier (1). Dessutom finns andra metoder som inte anvéandes i stort pa grund av att de dr mindre
specifika till exempel vitskekromatografi (LC), kolorimetriska metoder och enzymatiska metoder (4)

2.4.1 Kolorimetrisk metod

En typ av direkt metod som gar att anvinda ar kolorimetriskt test. Kolorimetriskt test for EG baseras pa
perjodat oxidation av EG till formaldehyd, vilket reagerar med kromogeniska produkter for att ge ett
forgutslag genom detektion med ljus pd 412nm. Det frimsta sittet att utféra denna metod pa ar genom
att anvianda ett kvalitativt kit (EGT®, PRN Pharmacal, Pensacola, FL), som framst anvéints som ett
veterindr kit for detektion av EG i djur. Dock s& har kitet borjat testats paA méanniskor och get 100%
sensitivitet och 88,8% specifitet for EG (4).

2.4.2 Enzymatisk metod

Det finns en direkt enzymatisk metod som utvecklades genom att det sags att EG reagerar med bakteriell
glycerol dehydrogenas (GDH). I denna enzymatiska metod sé reagerar EG med NAD och GDH:

Etylenglykol + NAD -GPH-> glykolaldehyd + NADH + H+.

Formationen av NADH maitts sedan av en laser pd 339 nm vid 5 och 30 minuter och ar proportionell
mot EG koncentrationen (9). Ett kommersiellt enzymatiskt kit for detektion av EG for
veterindranvandning (Catachem; Bridgeport, CT, USA) har utvirderats och tillimpats for manskligt
anvindande. Med kitens parametrar (tvd punkts berdkning), si forekom interferens med
propylenglykol, 2,3-butandiol, 1,3-butandiol, 1,3-propandiol och 1-oktanol men inte glycerol (4).

2.4.3 Gaskromatografi med flammajoniserings detektor (FID)

For att gora detektion av EG enklare med kromatografi metoder sé utfors det kemiska konverteringar
av glykolen till mindre polariska och mer flyktiga foreningar, det vill sdga att utféra derivatisering av
glykol. Innan sédana reaktioner s renas EG oftast fran proteinet som finns i plasman hos ménniskor
till exempel med anvandning av aceton. Supernatanten som sedan uppstar avdunstas och om provet blir
mycket torrare nar resterande vatten tas bort fran provet s férloras EG (10)(11). Om dimethoxypropan
tillsatts till det acetonitril extraktet som finns i provet si gor det vattnet till metan som gir lattare att
avdunsta sd att torkning kan undvikas (10).



En ny termisk desorption-gaskromatografi med flammajoniserings detektor (TDC-GC-FID) metod, ar
baserad péa termisk desorption av EG vilket vistades i bada vatten och helblod prov med hjilp av en
kommersiell pyrolys termisk desorptions enhet. Denna termiska desorptions enheten dr ansluten till en
gaskromatograf GC med FID. Prov med helblod eller vattenhaltiga analytiska standarder torkas forst
vid 1ag temperatur, sedan desorberas det termiskt och koncentreras i en Tenax® kolumn. De torkade
koncentrerade foreningarna kan sedan Overforas termiskt till GC:s inging, sedan separeras och
detekteras med FID (12).

2.4.4 Gaskromatografi masspektrometri (GC-MS)

Massspektrofotometri for EG analys inleddes med den 6kande tillgingligheten f6r (GC-MS) instrument
i kliniska laboratorier. Specificiteten av gaskromatografi masspektrometer ar en stor forbattring 6ver
den nu, utom for flyktiga gaser, nastan fordldrade FID, och precis som GC-MS anger s ar det en
gaskromatografi metod med analysinstrument kopplad till en masspektrometer istéllet for en 1dga och
den utfors i princip likadant som en GC-FID metod. Metoder for kvantifiering med GC-MS mot EG ar
noggranna och precisa dir vissa kan utforas pa 2 timmar (13).

2.4.5 Vitskekromatografi-tandem-masspektrometri (LC—MS-MS)

Vitskekromatografi-tandem-masspektrometri (LC — MS-MS) metoden har tva stora problem, EG har
en liten molekylmassa vilket dr problematiska niar molekylen fragmenteras till joner. Dessutom saknar
EG egen UV absorbans och dirav sa ar analys av EG med vitskekromatografi vildigt begriansad (4).
Dessa reaktioner kan forstiarkas genom derivatisering med andra dmnen till exempel med benzoyl for
att skapa benzoyl estrar som kan detekteras med UV (14).

2.5 Utviirdering av kvantifierings metoder

Utvardering av metod i det automatiserade laboratoriet, innebar att utfora statistiska test och andra
provningar liksom recovery, cary-over och interferens for att garantera att metoden producerar ett
palitligt resultat.

2.5.1 Statistiska test

Metodens precision utviarderas med hjidlp av variationskoefficient CV, vilket ar férhallandet mellan
standardavvikelsen SD och medelvirdet. Vanligtvis anvdndas CV for att utviardera en matmetod genom
att berdkna variationen mellan en dataserie. Ju mindre variationen mellan en datamingd desto storre
precision (15). For att garantera att den nya metoden analyserar dmnet korrekt &ver hela
analysintervallet, kontrolleras linjaritet. Linjaritet beskriver hur vil ligger de berdknade virdena i
forhallandet till kalibreringskurva, vilket beskrivas med determinationskoefficient d.v.s. R2 virde.
Vardet av R2 kan vara mellan 0—1, vilket ger en bild om linjaritet ar svag eller stark (16).

2.5.2 Recovery och Carry-over

Recovery ar ett test som utfors for att uppskatta proportionella systematiska fel. Dessa fel okar vid
o0kning av koncentration av det undersokta &mnet i provet. Felet orsakas ofta av ett mne i provmatrisen
som interfererar med det undersokta &mnet och sedan konkurrerar det med det analytiska reagenset
(17). Utover recovery testet utfras ett carry-over test som innebéar att undersoka 6verforbarheten av EG
som kan forekomma vid extrema hoga koncentrationer. Eftersom de automatiserade instrumenteten
anviander pipetteringsrobot och kyvett-tvittsystem, vilka ar designade for att kontinuerligt analysera
patientprov och rengéra provprober och reaktions kyvetter. Detta kan medféra en 6verforing av EG fran
ett patientprov till ett eller flera patientprover efter det ursprungliga, vilket kan 6ka den uppmaétta
koncentrationen av EG (18).

2.5.3 Interferenser

Vid detektion av EG med hjélp av GC- metoder som ar baserade pa fenylboronering, har inte problem
med interferenser upptéckts, dd metoderna ar snabba, exakta och ackurata. Sidana metoder har en 1ag



detektionsgrans. Gas kromatografiska metoder som ar baserade pa direkt injektion dr ocksé snabba men
har vanligt ndgon hogre detektionsgrans. Dessa metoder kan krava en sarskild kolumn, dock har de latt
att f4 topp tailing, carry-over och allvarliga interferenser frin endogena substanser. Medan den
enzymatiska metoden kan stéta pa interferenser fran glycerol, propylenglykol, 2,3-butandiol eller -
hydroxibutyrat. Glycerol och propylenglykol anvidnds vanligen som ett 16sningsmedel for vissa
intravenosa mediciner sdsom diazepam eller fenytoin. 2,3 butandiol, vilket kan finnas i serum hos
alkoholiserade patienter. -hydroxibutyrat 6kar hos patienter med diabetisk ketoacidos (10). Dock visar
den enzymatiska metoden att falska positiva svar utkommer da forhéjda nivder av laktat och/eller
laktatdehydrogenas forekommer (3). Endogena triglycerider ar ett annat 4mne som skulle kunna ge
interferens med EG med den enzymatiska metoden. Darfor kraver den enzymatisk metoden tillsats av
lipas till reagenset eftersom hoga triglyceridkoncentrationer kan 6ka imprecisionen av EG-matning (6).



3. Syfte

Syftet med studien var att genom systematiska litteratursokningar géra en sammanstillning och en
jamforelse av metoder som anvinds vid direkt kvantifiering av etylenglykol i patientprov.

Fragestallningar:
Vilka aktuella metoder for direkt kvantifiering av EG ar tillgidngliga for laborativ analys?

Vilka &r de vanligaste humana materialen som anvands vid analys med direkta kvantifieringsmetoder
av EG?

Kan den aktuella studien bidra till att utréna vilken metod for direkt kvantifiering som har
tillfredsstéllande sensitivitet och specificitet for att analysera EG?



4. Metod

I den systematiska litteraturstudien ar litteraturen informationskillan, och vetenskapliga tidskrifters
artiklar och andra vetenskapliga rapporter utgor data som ska redovisas (19). Litteraturstudien utfordes
med en kvantitativ ansats.

Vid start av detta arbete var syftet att validera och utviarderat en ny metod for S-etylenglykolkvantifiering
pa instrumentet Advia 1800 pé Léanssjukhuset Ryhov i Jonkoping. Dock pé grund av Coronaspridningen
i Sverige och den tunga belastningen péd sjukhuspersonalen, var detta inte praktiskt mojligt. Flera
sjukhus, daribland lanssjukhuset Ryhov i Jonkoping, har bestamt att undvika praktiska arbeten for
studenter p.g.a. Corona. Corona utgor en stor risk for spridning mellan personer och diarav minskas
chansen for extra icke nodvéndigt besokande som kan ha smitta. D& minskas chansen att vardpersonal
smittas. Det forekommer dven tung belastning for personalen vilket skulle forsvara arbetet for
studenterna p.g.a. brist pa hjalp och instrument.

4.1 Databassokning

For att undersoka vilka termer och ord som skulle vara relevanta till syftet, gjordes forst en
fritextsokning i Jonkoping University biblioteks databas “Primo” med ord measurement of ethylene
glycol”. Utifran denna s6kning insamlades idéer om vilka termer, ord och databaser som skulle anvindas
i sokningar. Sedan gjordes en fritextsokning i PubMed med samma term som anvidndes i Primo
databasen “measurement of ethylene glycol”, men eftersom denna s6kning blev f6r bred korrigerades
det med begriansningar i form av english, 10 years (for att sikerstilla aktuella studier) och human.
Soknings resultat med dessa begransningar blev mer riktad mot syftet. Direfter ldstes titlarna for
samtliga traffar som framkom och alla abstrakt som var relevanta med syftet. Utifran dessa artiklar
framkom nya s6kord. Med de nya sokorden “quantification of ethylene glycol”, “quantitative ethylene
glycol”, “determination of ethylene glycol”, “kinetic ethylene glycol assay”, “Ethylene glycol”
“Colorimetric and ethylene glycol”, ”Enzymatic and ethylene glycol”, ” ethylene glycol method”, “gas and
ethylene glycol”, “gas chromatography and ethylene glycol”, “chromatography and ethylene glycol”,
“Mass spectrometry and ethylene glycol”, "Flame ionization and ethylene glycol”, "Liquid and ethylene
glycol” och "Liquid chromatography and ethylene glycol”, utfordes ett flertal sokningar i PubMed, se
Tabell I.

Datasokningen oOvergick sedan till MEDLINE databasen. Sokningar i MEDLINE databasen utfordes
med samma soktermer som anvants i PubMed, se Tabell II. Vid utférandet av sokningarna forekom det
att samma artiklar kom upp pd MEDLINE:s databas som motsvarade de som fanns i PubMed d.v.s.
samma artiklar fanns i bdda databaser, darav si exkluderades granskade och anvidnda artiklar i
MEDLINE och artiklarna som anviandes utgick utifrin PubMed.

Tabell I. S6kschema i PubMed som resulterade i artiklar.

Sokord Datum Tréaffar Granskade Granskade Anvinda
abstrakt artiklar artiklar
Measurement of ethylene glycol 2020- 458 30 10 6
03-24
Quantification of ethylene glycol 2020- 75 4 3 1
03-24
Quantitative ethylene glycol 2020- 141 0 0 0
03-24
Determination of ethylene glycol 2020- 1241 10 1 1
03-24
Kinetic ethylene glycol assay 2020- 88 0 0 0]
03-24
Colorimetric and ethylene glycol 2020- 54 2 0 0
04-10
Enzymatic and ethylene glycol 2020- 99 3 0 0]
04-10
Ethylene glycol method 2020- 1917 5 0 o]
04-10




Gas and ethylene glycol 2020- 70 3 1 1

04-10
Gas chromatography and ethylene  2020- 36 1 0 0
glycol 04-10
Chromatography and ethylene 2020- 282 5 1 1
glycol 04-11
Mass spectrometry and ethylene 2020- 123 3 2 2
glycol 04-11
Flame ionization and ethylene 2020- 12 0 0 0
glycol 04-11
Liquid and ethylene glycol 2020- 213 3 0 0
04-11
Liquid chromatography and 2020- 185 1 0] 0
ethylene glycol 04-11
Totalt: 4995 70 18 12

Tabell II. Sokschema i MEDLINE som resulterade i artiklar.

Sokord Datum Triffar Granskade Granskade Anviinda
abstrakt artiklar artiklar

Measurement of ethylene glycol 2020- 282 3 2 0
03-24

Quantification of ethylene glycol 2020- 98 4 1 0
03-24

Determination of ethylene glycol 2020- 124 4 1 0
03-24

Kinetic ethylene glycol assay 2020- 54 0 0 o]
03-24

Colorimetric and ethylene glycol 2020- 21 1 0 0
03-24

Enzymatic and ethylene glycol 2020- 89 2 1 0
03-24

Ethylene glycol method 2020- 2183 10 2 0]
04-12

Gas and ethylene glycol 2020- 70 9 4 0
04-12

Gas chromatography and ethylene  2020- 42 1 1 0

glycol 04-12

Chromatography and ethylene 2020- 313 0 0 0

glycol 04-12

Mass spectrometry and ethylene 2020- 142 3 2 0]

glycol 04-13

Flame ionization and ethylene-- 2020- 12 0 0 0

glyCOl 04-13

Liquid and ethylene glycol 2020- 248 2 0 0]
04-13

Liquid chromatography and 2020- 162 0 0 o]

ethylene glycol 04-13

Totalt: 3870 39 14 0

4.2 Urval av litteratur

Urvalet bestér av 12 vetenskapliga artiklar som valdes ut frin PubMed databas. Dar granskades forst
alla titlar som intréaffades vid sokningar. De titlarna som hade relevant information till syftet valdes ut
och abstrakt lastes. De abstrakt som inte besvarade syftet eller hade indirekta kvantifierings metoder
uteslots. Sedan granskades artiklar som hade relevanta abstrakt i sin helhet med fokus pé syfte, metod



och resultat. De artiklarna som utvaldes i forsta granskningen fick genomgi ytterligare en
kvalitetsgranskning utifrdin modifierad granskningsmall for kvalitetsbedomning efter modell av
Willman & Stoltz for kvantitativa studier (20) se Bilaga 1.

4.3 Inklusions- och Exklusions-kriterier

Inklusionskriterier var kvantitativa artiklar med information om metoder for direkt kvantifiering av EG
pé engelska. Dessa artiklar hade kravet att vara peer-reviewed och att inte vara &dldre 4n 10 ar for att en
s& aktuell litteraturstudie som mdgjligt, samt att endast inkludera artiklar specificerat mot humant
material som har hog kvalitets grad. Exklusionskriterierna var artiklar med indirekta kvantifierings-och
identifieringsmetoder av EG, och artiklar som dr skrivna pa ett annat spridk an engelska, vilket
exkluderades direkt genom att begrinsa sokningen till engelska, artiklar publicerade de senaste 10 &ren
samt endast studier utfort med humant material. Artiklar med irrelevant titel och abstrakt exkluderades
forst i sokning, se Figur 1. Utifrdn granskningsmallen s& betygsattes de kvantitativa artiklarnas
vetenskapliga kvalitet for att ha artiklar som uppfyllde s& hog kvalitet som mgjligt, enligt Bilaga 1.
Granskningsmallen bestod av 29 fragestillningar, for varje fraga fick artiklarna ett podng om artiklarna
besvarade fragan. Efter granskningen klassificerades de tolv artiklarna utifran kvalitetsnivaer: Lag= o -
16 poiang, medel= 17 - 22 poiang och hég = 23 - 29 poidng. De utvalda artiklarna som anvandes var de
som fick hog kvalitetsgrad efter granskning.

Antal traffar och Antal exkluderade
lista titlar efter | ENNSSSSSSSSSN) |  artiklar utifrin
datasokning: 8834 titel: 8726

bAntil léis}fao — Antal exkluderade
abstrakt utifran abstract utifran

titel :108 innehall: 78
Antal lasta Antal exkluderade
artilar utifrdn | GGG | artiar cfter
abstrakt :30 lasning :18
12 artiklar handlade om indirekta
Antal metoder.

grgnskade 6 artiklar pa grund av att de inte

artiklar: 12

motsvarar syfte

Figur 1: Flodesschema av urvalsprocess av hur ménga artiklar som exkluderades och inkluderades vid
databassokningar i PubMed och MEDLINE.

4.4 Dataanalys

Valda artiklar lastes separat av forfattarna av denna studie, ett flertal ganger for att 6ka forstéelsen for
artiklarnas innebord inom omradet direkt kvantifiering av EG. Sedan delades artiklarna upp i fyra
grupper utifrén kvantifieringsmetoder. Darefter utférdes en beskrivande Gversikt 6ver varje artikel och
den presenterades i artikelmatrisen se Bilaga 2. Den beskrivande 6versikt innehéller foljande: forfattare,



land, ar, titel, syfte, urval, material, resultat, slutsatser, etiskt tillstdnd, kvalitets grad for att fi en
heltackande beskrivning och for att kunna spéra granskningsprocess (19). For att fa fram den optimala
metoden inom grupperna jaimfordes deras specificitet utifran carry-over, recovery och interferenser,
dven sensitiviteten jamfordes genom att jamféra precisions variablerna CV  och
determinationskoefficient R2 eller R (R2 och R star for samma virde). Efter att den béasta studien
bestdmdes i de olika direkta kvantifieringsmetods grupper sa jamférdes dem mot varandra for att fa
fram den bésta direkta kvantifierings metoden utifran de som sammanstalldes.

5. Etiska overvaganden

Vetenskapliga artiklar valdes dar etiska godkdannanden har gjort eller hade négot tillstdnd frdn négon
etisk kommitté. Resultatet och urvalet av varje artikel presenterades, dven om dessa inte motsvarar
studieférvantningar. Resultatredovisning utfordes péa ett objektivt sétt, och utan &ndring eller
forvrangning. For att kunna uppnd en hog kvalitet, har alla valda artiklar genomgatt en
kvalitetsbedomning.
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6. Resultat

Datasokningarna och kvalitetsgranskningen resulterade i 12 inkluderade artiklar fran olika lander, varav
11 artiklar ar prospektiva studier och en artikel ir en retrospektiv studie, alla med hog kvalitet, vilket
presenteras i l6pande text och tabeller. Resultatet har delats in i fyra olika grupper beroende pa vilken
metod som utférdes for kvantifiering av EG. I de 12 artiklarna som publicerades mellan 2010—2020
validerades foljande metoder: enzymatisk, GC-FID, GC-MS, och LC-MS-MS metoder. Inga artiklar
hittades med databassékning for kolorimetriska studie for metodens detektion av EG publicerad de
senaste 10 aren.

6.1. Metoder for direkt kvantifiering av EG

En modifierat enzymatisk metod for direkt kvantifiering av EG har studerats i fyra studier:
Sankaralingam el at (21), Juenke el at (22), Robson el at (23) och Rooney el at (24). En gaskromatografi
med flammajoniserings detektor (GC-FID) metod har presenterats i tre studier av Buse el at (25), Orton
el at (26) och HlozZek el at (27). I en studie av Robson el at (12) presenterades en ny termisk desorption-
gaskromatografi med flammajoniserings detektor (TDC-GC-FID) metod. Tva studier uppticktes vara
aktuella for gaskromatografi masspektrometri (GC-MS) metoden. Meyer el at (28) och Hlozek el at.
(29), tva GC-MS utvecklings studier. Aktuella viatskekromatografi-tandem-massspektrofotometriska
metoder (LC-MS-MS) har undersoktes i tva studier av Imbert el at (30) och Dziadosz el at (31).

6.2 Humana provtagningsmaterial i direkta EG kvantifieringsmetoder

I de enzymatiska metoderna utférdes analyserna framst pa plasma, dven analys av serum var aktuellt i
tvd metoder. I GC-FID var materialet varierat utéver olika metoder. De undersokta studierna visar att
blod-provs material applicerades till alla metoder dock i olika forekomster (helblod, plasma och serum),
varav urin endast analyserades pa en metod. I GC-MS forekom analys av plasma, serum och urin varav
urin analyserades pa bada metoderna medan plasma och serum anvindes pa varsin metod. I LC-MS-
MS metoderna utfordes analyserna exklusivt med serum som material, se Tabell III.

Tabell III: Provtagningsmaterial som anvidndes i de 12 studierna som validerade direkta
kvantifieringsmetoder.

Forfattare Metod Provtagningsmaterial
Sankaralingam el at. (21) enzymatisk Ej beskrivet

Juenke el at (22) enzymatisk plasma, serum
Robson el at. (23) enzymatisk plasma

Rooney el at. (24) enzymatisk plasma, serum
Busec el at. (25) GC-FID Plasma

Orton el at (26) GC-FID Plasma

Hlozek el at. (27) GC-FID Serum, helblod, urin.
Robson el at. (12) TDC-GC-FID Helbod

Meyer el at (28) GC-MS Plasma, urin

Hlozek el at. (29) GC-MS Serum, urin

Imbert el at. (30) LC-MS-MS Serum

Dziadosz el at (31) LC-MS-MS Serum

6.3 Sensitivitet och specificitet for laborativ analys av EG

6.3.1 Enzymatiska metoder

Studien av Juenke et al (22) modifierade metoden for att eliminera potentiella interferenser fran olika
amnen och metoden eliminerade nastan alla interferenser. I resterande studier forekom interferenser
med propylenglykol och andra d@mnen, forutom studien utférd av Sankaralingam et al (21) som inte
studerade interferenser. Av de fyra studierna har tvéa redovisat sina resultat med ett CV virde samt s&
har dven tre redovisat ett R2 virde varav tva studier omfattade bada viardena. Ingen av artiklarna

11



presenterade carry-over och recovery. Vid validering av denna metod, i de fyra studierna, visade
studiernas resultat pa en bra 6verensstimmelse med resultat av andra direkta kvantifieringsmetoder.
Vid jamforelse mellan studiernas resultat hade studien av Juenke el at (22) den basta specificiteten och
sensitiviteten, se tabell IV.

Tabell IV: Jaimforelse mellan studiernas resultat utifran specificiteten och sensitiviteten for enzymatiska
metoder.

Forfattare Specificitet Sensitivitet
Interferenser Carry- Recovery% | CV% R eller
over % R2

Sankaralingam el at. | N/A N/A N/A N/A 0,84

(21)

Juenke el at (22) Interferens eliminerades | N/A N/A 3,9— 0,9725
néstan helt 7,64

Robson el at. (23) propylenglykol och 2,3- | N/A N/A <6 0.99
butandiol

Rooney el at. (24) propylenglykol N/A N/A N/A N/A

N/A: Data saknas.

6.3.2 Gaskromatografi med flammajoniserings detektor (GC-FID)

I studien av Robson el at, (12) forekom det att metoden kunde eliminera alla interferenser. Studierna av
Buse el at (25) och Orton el at (26) presenterade interferenser av toluen och andra amnen. Studien av
HlozZek el at (27) presenterade inga interferenser. Alla studier har redovisat sina resultat med CV och R2
viarden. Dessutom har alla studier, utom Hlozek el at (27), studerat carry-over och recovery. Vid
validering av denna metod, i de fyra studierna, visade deras resultat pa en bra 6verensstimmelse med
resultat av andra direkta kvantifieringsmetoder, forutom studien av Robson el at (12) som validerade
TDC-GC-FID metoden genom att tillsatta kinda koncentrationer av EG till defibrinerat héstblod. Vid
jamforelse mellan studiernas resultat hade studien av Robson el at (12) den bésta specificiteten och
sensitiviteten. Resultatet av de fyra studierna presenteras i Tabell V.

Tabell V: Jimforelse mellan studiernas resultat utifrén specificiteten och sensitiviteten for GC-FID och
TDC-GC-FID metoder.

Forfattare Specificitet Sensitivitet
Interferenser Carry- Recovery | CV% | Reller R2
over% %

Buseelat.(25) | Toluen, bensen, xylen, 1,3- | 10-15 100 1,4— 0,9990
butandiol och aceton. 6,8

Orton el at | Toluen och 1,3 propandiol 2,6 100 6,5— 0,98

(26) 11,3

HloZzek el at. | N/A N/A N/A 9,4 0,9971—

(27) 0,9999

Robson el at. | Ingen interferens o) 84,8-107 1,7— 0,9997

(12) 5,8

N/A: Data saknas.

6.3.3 Gaskromatografi masspektrometri (GC-MS)

Tvéa studier validerade GC-MS metoden. Studien av Meyer el at (28) hade interferens med laktatsyra
medan studien av HloZek el at (29) inte presenterade interferens. Bdda studierna har redovisat sina
resultat med ett CV, samt s har dven Hlozek el at (29) redovisat ett R2 viarde. Ingen av de tva studierna
har undersokt carry-over eller recovery. Vid validering av denna metod, i de tvé studierna, visade deras
resultat pa en bra 6verensstimmelse med resultat av andra direkta kvantifieringsmetoder. Jamforelsen
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mellan studiernas resultat kunde inte utféras pd grund av att data saknades. Resultatet av bada
studierna presenteras i Tabell VI.

Tabell VI: Jamforelse mellan studiernas resultat utifrén specificiteten och sensitiviteten for GC-MS.

Forfattare Specificiteten Sensitiviteten
Interferenser Carry- Recovery % CV% Reller R2
over%
Meyer el at (28) Laktatsyra N/A N/A 15—20 N/A
HloZek el at. (29) | N/A N/A N/A 7,4-8,9 | 0,9933

N/A: Data saknas.

6.3.4 Vitskekromatografi-tandem-massspektrofotometriska (LC-MS-MS)

Tva studier validerade LC-MS-MS metoden. De tva studierna hade bada interferens med EG-D4 i deras
metoder och Imbert el at (30) hade dven interferens av dietylglykol och trietylenglykol. Bada studierna
har redovisat sina resultat med ett CV, samt s har dven Imbert el at (30) redovisat ett R2 virde. Ingen
av de tva studierna har undersokt carry-over dock sa har studien av Dziadosz el at (31) undersokt
recovery. Vid validering av denna metod, i de tvd studierna, visade deras resultat pd en bra
overensstimmelse med resultat av andra direkta kvantifieringsmetoder. Jimforelsen mellan studiernas
resultat kunde inte utforas pa grund av att data saknades. Resultatet av bada studierna presenteras i
tabell VII.

Tabell VII: Jamforelse mellan studiernas resultat utifran specificiteten och sensitiviteten for LC-MS-MS
metoder.

Forfattare Specificitet Sensitivitet
Interferenser Carry- Recovery % | CV% Reller R2
over%

Imbert el at. | Dietylenglykol, N/A N/A <20 >0,98

(30) trietylenglykol  och
EG-D4.

Dziadosz el at | EG-D4 N/A 94 =8 N/A

(31)

N/A: Data saknas.

6.3.4 Jamforelse mellan de fyra kvantifieringsmetoderna

Tva metoder ndmligen GC-MS och LC-MS-MS uteslots ur jamforelsen p.g.a. avsaknaden i resultat.
Resultatet av jamforelsen mellan enzymatiska och TDC-GC-FID metoder visade att studien av Robson
el at (12) hade den bista specificiteten och sensitiviteten, se Tabell VIII.

Tabell VIII: Jamforelse mellan studiernas resultat av tva kvantifieringsmetoder utifrén specificiteten
och sensitiviteten.

Forfattare Metod Specificitet Sensitivitet
Interferenser | Carry- | Recovery | CV% | R eller
over% | % R2
Juenke el at | Enzymatisk Interferens N/A N/A 3,9— 0,9725
(22) eliminerades 7,64
nastan helt
Robson el | TDC-GC-FID Ingen 0 84,8-107 | 1,7- 0,9997
at. (12) interferens 5,8
uppkom
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~.Diskussion

Syftet med studien var att genom systematiska litteratursokningar géra en sammanstillning och en
jamforelse av metoder som anvands for direkt kvantifiering av EG i patientprov samt att presentera vilka
material fran patientprov som metoderna utférs pa och att forsoka utrona vilken metod for direkt
kvantifiering som har tillfredsstillande sensitivitet och specificitet.

De studierna som uppticktes har beskrivit och utvecklat foregdende metoder som ar anvindbara for
detektion av EG genom att dndra metodutféranden eller tekniker for analys.

=.1 Resultatdiskussion
7.1.1 Metoder for direkt kvantifiering av EG och provtagningsmaterial

Enzymatiska metoden har en tydlig brist som ses i alla studier som berérde &mnet propylenglykol, vilket
ar en naturlig interferens i enzymmetoderna mot EG vilket forsvrar analyserna med enzym. I de tva
studierna av Juenke el at (22) respektive Rooney el at. (24), kunde dessa interferenser elimineras eller
upptidckas genom reaktionshastighet fel flaggor vid analys. Studierna forbittrades dven med
anvandandet av multi punkt kinetiska mitningar for att utnyttja differenser i reaktionshastigheter for
glykolerna. P4 grund av att det verkar ha en bra korrelation mot resultatet av de andra
kvantifieringsmetoder sd 4dr den enzymatiska metoden en bra metod om det gir att eliminera
interferenser.

Gaskromatografi med flammajoniserings detektor (GC-FID) tekniken har generellt nackdelar som
resulterar pa lag specificitet och sensitivitet jamfért med GC-MS metoder. Darfér har studierna
utvecklat denna metod genom att tillaimpa nya derivatiseringssteg eller anvindning av moderna GC
instrument. Exempelvis i studien av HloZek el at (27), optimerades en GC-FID som ar baserade pa
fenylboronsyra, samt parallell-derivatiseringssteg av isobutylkloroformiat. Detta for att undvika
foregdende metodnackdelar som vattenfritt reaktionsmedium, provuppvarmning och héga kostnader
for silaniseringsmedlen. Samtidigt anvindes 3- (4-klorfenyl) propionsyra som en intern standard for att
undvika mojliga interferenser av forekommande endogena syror (27). I de andra studier av Buse el at.
(25) och Orton el at (26) har metoden optimerats genom att anvanda ett modernt instrument och /eller
ersitta barargas helium med vite. Pa grund av att vite har en lagre viskositet vid hog temperatur som
resulterar i utmarkt precision vid Okade flodeshastigheter, vilket resulterar i ett héallbart
kostnadseffektivt alternativ. Dessutom medfor vitgas lagre viskositet s& att GC-FID blir effektivare med
kortare analystid (25). TDC-GC-FID metoden som presenterades av Robson el at. (12), dr en typ av GC-
FID metoder. Skillnaden ar att denna metod inte har nigot derivatiseringssteg. Metoden utvecklades
genom att tillimpa en ytterligare termisk desorptionssteg vilket hjilper att avdunsta vattnet fran
reaktionsmedium. Denna utveckling gjorde analysen enklare och effektivare som passar i de akuta
situationerna (12).

Det framsta problemet med gaskromatografi masspektrometri (GC-MS) analys ar interaktion mellan
dmnen. Bada studierna i GC-MS upptickte nagon typ av interferens. Den framsta anledningen till
interferens verkar vara korrelation mellan &mnena som till exempel isomerer, samt paverkan av olika
amnen mot det eftersokta amnet till exempel laktat mot EG. Upptécks till slut en metod som eliminerar
alla typer av interferenser finns det goda mojligheter for GC-MS da det finns metoder som tar endast en
halvtimme att utféra. For att undvika interferensen har studierna av Meyer el at (28) och Hlozek el at
(29) utvecklat denna metod genom att ersitta det gamla derivatiseringsmedlet eller tillféra ett
derivatiseringssteg. Meyer el at (28) fokuserade pa att optimera en redan utvecklad GC-MS genom att
anvianda bis-N,O-trimethylsilyl trifluoroacetamide BSTFA som derivatiseringsmedlet, medan Hlozek el
at (29) valde att ersdtta BTSFA med nya billigare val d.v.s. fenylboronsyra och alkylkloroformiat.
Gaskromatografi masspektrometri ar ocksa bra for specificitet da den ger ut ett resultat av vil separerade
dmnen som ger en litt avlasning.

Vitskekromatografi-tandem-massspektrofotometriska (LC-MS-MS) ar en ny metod som kommit upp
runt omradet av EG analys. Daremot har metoden en begrinsning som framfoérallt beror pd UV
detektion av EG (4). Dock s& har de olika studierna av Imbert et al (30) och Dziadosz el at (31) utvecklat
nya metoder for att undvika denna problematik genom att anvidnda olika tekniker for att omvandla EG
till ett detekterbart amne. Imbert et al (30, utokade metoden genom att utfora derivatisering med
benzoylklorid som sedan analyseras med masspektrometer. Dziadosz el at (31) utvecklade en LC-MS-

14


https://sv.wiktionary.org/wiki/effektivare#Svenska

MS metod, vilket anvidndes for att utféra analys av fragmentation genom maitning med
masspektrometer.

De flesta studierna utférdes pa serum, plasma, varav 3 studier ocksi anvinde urin for detektion av EG
och en helblod. Eftersom plasma ar ett vildigt vanligt forekommande prov pa laboratorier utover
sjukhus sa kan metoderna appliceras till nastintill alla laboratorier pa sjukhus.

7.1.2 Sensitivitet och specificitet for laborativ analys av EG

For att besvara fragestillningarna utfordes en jamforelse mellan studiernas resultat utifrdn tva
huvudsakliga parametrar for sensitivitet, ndimligen CV och R2. Specificiteten bestdms utifran tre
parametrar, interferens, carry-over och recovery.

Jamforelsen mellan resultatet av de fyra studierna som handlade om den enzymatiska metoden, har
varit en problematik pa grund av att bada vardena CV och R2 saknades i vissa artiklar. Daremot verkar
resultatet av de fyra studier tyda pé att den studien frén Juenke el at (22) utifran specificiteten ar den
bésta metoden i denna grupp. Det beror pa att metoden kunde eliminera interferens av propylenglykol,
samt s hade den dven bra sensitivitet med viardena fér R2 (0,9725) och CV (3,9—7,64). Detta beror pa
att denna studie har modifierat den foregdende enzymatiska metoden. Med hinsyn till att ingen av de
studierna i denna grupp har studerat carry-over eller recovery, sa uteslots de tva parametrarna se Tabell
IV. Av de anledningarna s anses Juenke el at (22) som den mest anvindbara studien for syftet i denna
litteraturstudie.

Resultatet av fyra studier i GC-FID gruppen gick att jamfora utifran sensitiviteten och specificiteten, en
av studierna har inte undersokt carry-over eller recovery. Dock studerade studien ingen interferens,
vilket kan bero pa att metoden kan kvantifiera tre viktiga amnen samtidigt for identifiering av EG som
ar propylenglykol, glykolsyra och EG. Tvé studier, Buse el at. (25) och Orton el at (26), i denna grupp
upptickte interferens av olika dmnen till exempel toluen, som kan orsaka ett falskt positivt resultat.
Diaremot, pa grund av toluens snabba metabolism och urinutséndring som hippursyra och orto-kresol,
ar det inte sannolikt att toluen kan orsaka signifikanta nivaer av interferens med EG (26). I studien av
Buse el at. (25) upptiacktes mer interferens med bensen, xylen, 1,3-butandiol och aceton. Skillnaden i
interferensresultat hos de tva studierna med GC-FID, kan bero pa byte av barargas fran helium till vite.
I studien av Robson el at (12) undersoktes en TDC-GC-FID metod som ar en typ av GC-FID metoder.
Studien har inte upptackt ndgon interferens med de vanliga interferenserna som upptécktes i de andra
GC-FID metoder. Det rapporterades dven inget carry-over fenomen, vilket intraffade pa de andra GC-
FID metoderna. Utifrdn de fyra GC-FID studiernas resultat utvirderades CV och R2 virdena for att
bestimma den basta GC-FID metoden. Studien av Robson el at. (12) presenterades de basta CV (1,7—
5,8), R2 (0,9997) viardena, samt sd hade den dven ingen interferens, inget carry-over och ett acceptabelt
recovery varde enligt Tabell V.

I de tva studierna av Meyer el at (28) och Hlozek el at (29) validerades GC-MS metoden. Sensitiviteten
presenterades med R2, och CV i studien av HloZek el at. (29), medan studien av Meyer el at (28) endast
presenterade CV virdet. Specificiteten kunde ocksa inte jaimféras pa grund av att bada studierna inte
presenterade carry-over eller recovery och bara en presenterade interferens, enligt Tabell VI. Dock sa
racker inte detta for att gora jamforelse i denna grupp.

Problemet nar LC-MS-MS artiklarna analyseras niarmare ar att R2 saknas i en studie, vilket darav leder
till att jamforelse mellan de olika grupperna innebér att jamforelse framst sker mellan de andra vardena
men en stor faktor var interferenser. Imbert el at (30), anvinde en metod dir manga interferenser av
EG molekyler liknande dens molekylform uppkom, ndmligen dietylenglykol, trietylenglykol och EG-D4,
varav den andra LC-MS-MS metoden, Dziadosz el at (31), endast interfererade endast med EG-D4, se
Tabell VII. P4 grund av denna laga specificitet hos bada studierna i denna grupp kunde metoderna inte
jamforas mot de andra metoderna.

Metoderna GC-MS och LC-MS-MS, utesl6ts ur jamforelsen p.g.a. avsaknad data eller 1ag specificitet.
Sensitiviteten av R2 och CV jamfordes da dessa ar presenterade for vardera metoden i de fyra grupperna.
Parametrarna av specificitet for carry-over och recovery uteslots fran jamforelsen da det fanns metoder
som helt saknade data for dessa. Jaimforelse utfordes av de basta metoderna mellan de tva grupperna:
enzymatisk och GC-FID metod. Studiernas resultat av enzymatiska metoder jamfordes vilket antyder pa
att den basta metoden i denna grupp ar metoden som validerades av Juenke el at (22) vilken har hog
kvalité, eftersom denna studie hade ett bra dokumenterade resultat for R2 och CV, d.v.s. en bra
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sensitivitet och den bésta specificiteten som bestdmdes utifrdn endast interferensen. I den andra
gruppen av GC-FID metoder, utvirderades studiernas resultat. Utav de studierna, hade studien av
Robson el at (12) det basta resultatet for R2 och CV, d.v.s. den bésta sensitiviteten och den bésta
specificiteten som bestimdes utifran endast interferensen, se Tabell VIII.

=7.2 Metoddiskussion

Kvantifiering av EG har alltid varit en analytisk utmaning, och om felidentifiering av EG till ett annat
amne sker sa kan det orsaka dodsfall. Darfor ar snabba, stabila och exakta metoder, nédvandiga for att
undvika dodsfall vid férgiftning av EG. Eftersom direkt kvantifiering av EG omfattar ménga olika direkta
och indirekta metoder, vilket ar ett brett omréde, sd utfordes en systematiskt litteraturstudie. Studiens
resultat ar vetenskapliga artiklar som hamtades frén PubMed. Utifrdn de s6kord och termer som
anvandes i denna studie forsoktes det att fa fram sd ménga vetenskapliga artiklar s majligt, som &r
kopplade till syftet. Daremot finns det en stor moéjlighet att denna studie har missat artiklar fran andra
databaser vilket raknas som en begransning till studien.

PubMed fungerade bra som databas och resulterade i bra peer reviewed artiklar som kunde anvindas
for utvardering av metoderna samt att kunna identifiera vilka studier som presenterade metoder som
hade battre resultat 4n de andra metoderna for EG analys. I MEDLINE, som tdnktes anvidnda som en
andra databas, sa uppkom det problem om det till exempel soktes "Mass spectometry and ethylene
glycol” och det bladdrades till de sista slut-sidorna. D& uppkom artiklar som bara nimnde “mass” eller
“ethylene glycol” en gang i texten som troligtvis inte ens ar en artikel som &r relevant till sékningen som
forsoktes fa ut. Dock i bérjan av MEDLINE:s soknings sidor for relevans forekom det bra artiklar.

De artiklarna som férekom pa forsta sidan PubMed motsvarade de forsta sidorna av s6kningsresultat pa
MEDLINE ocksa om samma sokningsterm anviandes. Det var dven artiklar som inte kunde hdmtas fran
MEDLINE men som gick att hamta fran PubMed, s& PubMed var séklart den 6verldgsna databasen och
bestdmdes att ange som den primara. Det borde dven benidmnas att det alltid 4r 1ont att undersoka fler
databaser si att ingen artikel som &r relativt till studiens soktermer bortfaller bara for att det valdes att
ta en databas.

Objektiviteten i det studerade omrédet, det vill siga kvantifiering av EG, har en stor vikt, eftersom exakta
koncentration av EG idr nodvandig for diagnos och riatt behandling. Darfor utfordes denna studie med
en kvantitativ ansats. Utover detta tillampades olika inklusions- och exklusions-kriterier. Ett av
kriterierna var att inkludera endast artiklar pa engelska, vilket kan medfora att missa viardefulla artiklar
pa andra sprak till exempel svenska, men det gor att det undviks artiklar pa sprak som arbetets forfattare
inte kan till exempel tyska, ryska, etcetera. Dessutom inkluderades endast artiklar som inte ar dldre dn
10 ar, en styrka eftersom studien kunde omfatta aktuella resultat om det studerade omrédet. Dessutom
ansags det att denna litteraturstudie hade ett generaliserbart resultat, pa grund av att de valda artiklarna
undersokte olika humana material det vill sdga serum, plasma, helbod eller urin, vilket kan vara
representativt for humana materialet i stort. De utvalda vetenskapliga artiklarna, granskades med en
kvalitetsbedomnings mall for att f endast artiklar med hog kvalitet. Detta krav pa hog kvalitet leder till
en god validitet och reliabilitet i denna litteraturstudie.

De Inkluderade artiklarna lastes och tolkades upprepande ganger, detta for att oka tillforlitligheten for
korrekta resultat. Den stérsta begransningen till denna studie var att de utvalda studierna presenterade
sina resultat pa olika sitt, eller att de inte hade gemensamma sensitivitet och specificitets parametrar
som kan anvindas i en jaimforelse, detta kan bero pé att de fokuserade p4 till exempel utvirdering av en
ny metod, eller redan existerande metod for berikning av EG i resultats redovisningen, vilket gjorde
jamforelse mellan de olika direkta EG kvantifierings metoder svarare. Endast artiklar med interferens,
CV och R2 virden jamfordes for att fa fram den basta metoden. Dock redovisades alla resultat for att
undvika publikation bias.

~.3 Fortsatt studier

Bada enzymatiska metoder och GC-FID metoderna behover en fullstindig utvirdering som omfattar
interferens, carry-over, och recovery for specificiteten och R2 och CV for sensitiviteten for att vara
kapabel till att utfoéra en mer exakt jaimforelse mellan enzymatisk metod och GC-FID. Framtida studier
kan utforas i syftet att validera och jamféra de fyra kvantifieringsmetoder genom ett gemensamt
protokoll som utgar fran samma sensitivitet och specificitet parametrar och andra aspekter till exempel
analystid och kostnad for att bestimma den mest optimala metoden for direkt analys av EG. Innan det
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kommer studier som undersoker alla dessa parametrar for alla metoder sd kan inte en fullstindig
slutsats om vilken den basta metoden ar utforas.
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8. Slutsatser

P& grund av otillracklig dokumentering kopplade till bide sensitivitet och specificitet parametrar mellan
direkta kvantifieringsmetoder av EG sé erholls inte tillrackligt med data for att systematiskt kunna
jamfora de fyra aktuella metoderna for direkt kvantifiering av EG: enzymatiska, gaskromatografi med
flammajoniserings detektor (GC-FID), gaskromatografi —masspektrometri (GC-MS) och
vatskekromatografi-tandem-masspektrometri (LC—-MS-MS). Sammanstillningens resultat av studierna
visade dock att studien av Robson el at (12) som studerade en termisk desorption-gaskromatografisk
med flammajoniserings detektor (TDC-GC-FID) metod, har presenterat de biasta resultaten utifrén
sensitivitet och specificitet, vid en jaimforelse mellan enzymatisk metod och GC-FID metod, d& GC-MS
och LC-MS-MS utesléts ur jamforandet pa grund av otillrackligt dokumenterade resultat. Detta innebar
att den basta metoden utifrén studien ar TDC-GC-FID. Vidare studier som omfattar ett storre material
kravs for att kunna utrona vilken metod som ar mest tillforlitlig vid direkt kvantifiering av EG. De
vanligaste provtagningsmaterial som har anvénts inom de direkta kvantifieringsmetoderna for EG pé
patientprov har pavisats vara plasma och serum.
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10.Bilagor
10.1 Bilaga 1

Modifierad granskningsmall for kvalitetsbedomning efter modell av Willman & Stoltz for kvantitativa
studier.

FRAGA JA | NEJ
1. Motsvarar titeln studiens innehall?

2. Aterger abstractstudiens inneh3ll?

3. Ger introduktionen en adekvat beskrivning av vald problematik?
4. Leder introduktionen logiskt fram till studiens syfte?

5. Ar studiens syfte tydligt formulerat?

6. Ar frigestillningarna tydligt formulerade?

7. Ar designen relevant utifran syftet?

8. Finns inklusionskriterier beskrivna?

9. Ar inklusionskriterierna relevanta?

10. Finns exklusionskriterier beskrivna?

11. Ar exklusionskriterierna relevanta?

12. Ar urvalsmetoden beskriven?

13Ar urvalsmetoden relevant for studiens syfte?

14. Finns populationen beskriven?

15. Ar populationen representativ for studiens syfte?

16. Anges bortfallets storlek?

17. Kan bortfallet accepteras?

18. Anges var studien genomfordes?

19. Anges nir studien genomfordes?

20. Anges hur datainsamlingen genomférdes?

21. Anges vilka matmetoder som anviandes?

22, Beskrivs studiens huvudresultat?

23. Presenteras hur data bearbetas statistiskt och analyserats?

24. Besvaras studiens fragestallningar?

25. Beskriver forfattarna vilka slutsatser som kan dras av studieresultatet?
26. Diskuterar forfattarna studiens interna validitet?

27. Diskuterar forfattarna studiens externa validitet?

28. Diskuterar forfattarna studiens etiska aspekter/finns tillstdnd fran etisk kommitté?
29. Diskuterar forfattarna studiens kliniska viarde?

Maxpoang: 29

Kvalitetsgrad: 14g:0—16, medel :17—-22, hog: 23—29 poang.
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10.2 Bilaga 2. Artikeloversikt

Forfattare, land
och ar

Arun Sankaralingam, Annette Thomas, David R James och Anthony S Wierzbick.
Storbritannien. 2016

Titel Assessment of a semi-quantitative screening method for diagnosis of ethylene glycol
poisoning.

Syfte Studien utvarderar en semikvantitativ enzymatisk spektrofotometrisk metod for
detektion av EG som kan utforas pa ett automatiserat instrument.

Urval 21 patientprov med ett stigande “anjongap” och metabolisk acidos som inte berodde pa
EG-intag, inklusive 7 kinda prov for EG-intag.

Metod Enzymatisk metod (spektrofotometer) mot automatiserat instrument, Roche Cobas

utvirdering 8000”

Resultat Metoden identifierade korrekt de kénda proven som inneholl EG. Inga falska positiva
eller negativa resultatet obesvarades. Vid jamforelse av resultatet av
spektrofotometriska mot resultatet av de kidnda proven med Roche Cobas 8000
instrument, erholls en god korrelation (0,84) med en Passing-Bablock korrelation.

Slutsatser Metoden kunde skilja vdl mellan prov som innehdll EG mot de andra proven med
metabolisk acidos. Dessutom kan metoden identifiera EG-forgiftning snabbt och
kostnadseffektivt. Det ar ocksé enkelt att anvinda denna metod i rutiner.

Etiskt tillstand Ja

Kvalitetsgrad 25/29 Hog
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Forfattare, land
och ar

JoEtta M. Juenke, Lindsay Hardy, Gwendolyn A. McMillin, och Gary L.Horowitz.
USA.2011.

Titel Rapid and Specific Quantification of Ethylene Glycol Levels: Adaptation of a
Commercial Enzymatic Assay to Automated Chemistry Analyzers

Syfte Att modifiera en Catachem enzymatisk metod for kvantifiering av EG for att uppné en
acceptabel specificitet for klinisk anvindning genom att eliminera eller tillrackligt
minimera den analytiska interferensen.

Urval Farskfryst lakemedelfri plasma frdn bloddonationscentrum i Institute for Clinical &
Experimental Pathology, Salt Lake City, UT; resten var patientprov (plasma och serum).

Metod Enzymatisk mot GC-FID metod

utvirdering

Resultat Resultaten visade utmirkt 6verensstimmelse med resultaten av GC-FID metoden,
regressionsstatistik var (y = 1.0227x —1.24; r2 = 0,9725), med ett stort intervall for EG
koncentration (2.5—-300 mg /dl). Interferenser med propylenglykol, olika butandioler
och andra relaterade foreningar eliminerades néastan helt.

Slutsatser Denna modifierade enzymatisk metoden kan gora det mgjligt for flera kliniska
laboratorier att erbjuda EG-kvantifiering. Hantering av akuta prov forbattrades sa att
resultatet kan vara tillgdngligt inom 30 minuter istéllet for de tvé eller tre timmarna
som tidigare kravts av GC-FID.

Etiskt tillstand Ja.

Kvalitetsgrad 27/29 Hog
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Forfattare, land
och ar

Anna F Robson, Alexander J Lawson, Laura Lewis. Storbritannien. 2016

Titel Validation of a rapid, automated method for the measurement if ethylene glycol in
human plasma

Syfte Presentera valideringen av en enzymatisk metod for kvantifiering av EG i humant
plasma pé Abbott Architect.

Urval Finns ej beskrivet

Metod Enzymatisk mot GC-MS metod

utvirdering

Resultat Jamforelse mellan den enzymatiska metod och GC-MS metoden visade pa liknade
resultat med ingen signifikant skillnad (P= 0,7787). Interferens av propylenglykol och
2,3-butandiol

Slutsatser Den automatiska metoden validerades framgéngsrikt. Metoden &r redo 24/7 for att
stodja identifikation av EG i humant plasma.

Etiskt tillstand Ej relevant

Kvalitetsgrad 28/29 Hog
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Forfattare, land
och ar

Sydney L. Rooney, Alexandra Ehlers, Cory Morris, Denny Drees, Scott R. Davis, Jeff
Kulhavy, och Matthew D. Krasowski. USA. 2015

Titel

Use of a Rapid Ethylene Glycol Assay: a 4-Year Retrospective Study at an Academic
Medical Center

Syfte

Att bestimma lamplighet av att inférliva en snabb enzymatisk metod fran Catachem
(Catachem, Bridgeport, CT, USA) med en GC-MS metod for hantering av misstiankta
EG-forgiftning. Den enzymatiska metoden kombinerades med en osmolalitets
gapalgoritm for potentiellt toxisk alkohol och glykolintag.

Urval

106 Serum-och plasmapatientprov under perioden fran 1 maj 2009 till 29 september
2014 pé University of Iowa Health Care (UIHC), USA.

Metod
utvirdering

Enzymatisk mot GC-MS metod

Resultat

Totalt dokumenterades 222 korningar av Catachem metod och 24 EG / Propylenglykol
med GC metoden av 106 patientmoéte. Av tio bekriaftade EG-intag analyserades atta fall
helt med Catachem EG metod. Propylenglykol interferens var 11,3 % av de proven som
utfordes med den enzymatiska metoden, vilket ledde till 8 GC-analyser for att utesluta
narvaron av EG. Inga bevis pa falska negativa resultat observerades for den enzymatiska
metoden.

Slutsatser

Optimeringen av Catachem metod for att eliminera propylenglykol interferens skulle
minska beroendet pd GC metoder, minska svarstiden och ge bittre patientvérd.
Tillgdngligheten av vl validerade enzymatisk metod for en miangd vanliga kliniska
kemiska instrument skulle vara fordelaktigt, liksom utvecklingen av snabba, specifika
metoder for identifiering av metanol.

Etiskt tillstind

Ja

Kvalitetsgrad

28/29 Hog
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Forfattare, land
och ar

Joshua Busec, Jason L. Robinsona, Rosemary Shyne, Qingli Chi, Darlene Affleck,
Donna Duce, och Isolde Seiden-Longa. Kanada. 2019

Titel Rising above helium: A hydrogen carrier gas chromatography flame ionization
detection (GC-FID) method for the simultaneous quantification of toxic alcohols and
ethylene glycol in human plasma specimens

Syfte Att validera en GC-FID metod med vite som ar barargas for kvantifiering av giftiga
flyktiga alkoholer: metanol, etanol, isopropanol, aceton, sévil som glykoler, EG och
propylenglykol.

Urval Plasmaprov samlades i litium-heparinplasmagelseparatorroér och lagrades vid -20°C.

Metod GC-FID med vite som barargas mot GC-FID heliumbirargasmetod

utvirdering

Resultat Metoden minskade 45% av analystid utan foérlust av precision. Inter- och intra dag
precision var <1,4% respektive <6,8%. Recovery var 100%. Carryover var obetydligt for
alla substanser forutom EG var 10—15 %. Interferens av toluen, bensen, xylen, 1,3-
butandiol och aceton.

Slutsatser Kvantifiering av flyktiga alkoholer och EG med GC-FID som anvinder vite som
barargas, forbattrade hastigheten, sensitiviteten och héllbarheten hos den tidigare
rapporterade heliumbarargasmetoden. Fordelen med denna metod ar att analystiden
minskades 45% vilket kommer att stodja patientvird och minska laboratoriekostnader.

Etiskt tillstand Ja

Kvalitetsgrad 27/29 Hog
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Forfattare, land
och ar

Dennis J. Orton, Jessica M. Boyd, Darlene Affleck, Donna Duce, WarrenWalsh , och
Isolde Seiden-Long. Kanada .2015

Titel One-step extraction and quantitation of toxic alcohols and ethylene glycol in plasma by
capillary gas chromatography (GC) with flame ionization detection (FID)

Syfte Validering en GC-FID for kvantifiering av flyktiga alkoholerna, EG och propylenglykol
med hjilp av ett enkelt och snabbt extraktionsprotokoll i ett steg i plasma eller
Serumprov

Urval 40 patientplasmaprov som bestar av de proven som samlades i litium-
heparinplasmagelseparatorror och fryst patientplasma.

Metod GC-FID mot en GC-MS metod

utvirdering

Resultat Inter-dag precision var mellan 6,5—-11,3% CV. Patientprov korrelation mot den gamla
GC metoden visade pa en god recovery (~ 100%) och en bra 6verensstimmelse (lutning
slope frén 1,03—-1,12, och y-axeln fran o till 0,85 mmol /1; R 2> 0,98; N = 35). Carryover
var obetydlig for flyktiga alkoholer och 2,6% for EG. Av de testade interferenserna
forkom endast toluen och 1,3 propandiol.

Slutsatser Studien validerade en enkel, ren, reproducerbar och sensitiv metod for kvantifierings
av flyktiga alkoholerna och EG utan behov av en dyr och komplicerad masspektrometri
detektor. Metoden ar ocksa tillracklig kraftfull for att anviandas rutinmassigt i ett
kemilaboratorium. Dessutom uppnéir det méalet om snabb svarstid for akuta prov med
enkla provberedningar.

Etiskt tillstand Ja

Kvalitetsgrad 26/29 Hog
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Forfattare, land
och ar

Tomés HloZek , MiroslavaBursové, och Radomir Cabala. Tjeckien. 2014

Titel Fast determination of ethylene glycol,1,2-propylene glycol and glycolic acid in blood
serum and urine for emergency and clinical toxicology by GC-FID

Syfte Att utveckla en snabb, pélitlig och enkel metod som inte ar baserad pa silaniseringen
for bestimning av EG, 1,2-propylenglykol och glykolsyra i serum eller urin med GC-FID
metoden.

Urval Blanka humana serum fran ACQ Science GmbH (Tyskland).

Metod GC-FID mot en GC-MS metod

utvirdering

Resultat Determinationskoefficient var mellan 0,9980-0,9999 f6r serumprov och i intervallet
0,9971—0,9991 for urinprov. Alla resultat l4g inom den lampliga intervallen for
variationskoefficient 9,4% CV och noggrannhet mellan 92,4-108,7%.

Slutsatser Metoden ar ett kostnadseffektivt alternativ till de viletablerade GC — MS-metoderna
som anviander betydande volymer av dyra silaniserings medel. Metoden minskade
provforbehandling och analystiden till 30 minuter, vilket kravs for att effektivt
stodjande EG-forgiftnings diagnos och initiera en adekvat behandling. Metoden
tillimpades framgéngsrikt i vart rutinméssiga kliniska laboratorium.

Etiskt tillstand Ej relevant

Kvalitetsgrad 26/29 HOg
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Forfattare, land
och ar

James Robson, Stephen Townsend, Paul Bowdler och Kevin C. Honeychurch.
Storbritannien. 2017

Titel Direct thermal desorption gas chromatographic determination of toxicologically
relevant concentrations of ethylene glycol in whole blood

Syfte Att utviardera en termisk desorption-gaskromatografi (TDC-GC) metod fér att
bestimma EG i helblod, samt att optimera metodens férutsittningar.

Urval Defibrinerat héstblod erholls frén Fisher Scientific (Loughborough, Storbritannien)

Metod TDC-GC-FID

utvirdering

Resultat R2 var 0,9997. Ingen interferens registrerades av endogena blodkomponenter eller
antal vanligt forekommande alkoholer. Ingen Carryover registrerades. Recovery var
mellan 84,8 % - 107 % med CV mellan 1,7% - 5,8%.

Slutsatser Metoden ger ett 16fte for tillimpningar inom toxikologi som kravs en snabb, palitlig
metod for att identifiera EG-forgiftning.

Etiskt tillstand Ej relevant

Kvalitetsgrad 25/29 Hog
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Forfattare, land
och ar

Toméas HloZek, Miroslava Bursov4, Radomir Cabala. Tjeckien. 2014

Titel Simultaneous and cost-effective determination of ethylene glycol and glycolic acid in
human serum and urine for emergency toxicology by GC-MS

Syfte Att jaimfora deras nya utvecklade GC-MS metod med foregdende publicerade GC-FID
metod.

Urval 6 friska méan och 4 friska kvinnor pa avdelningen dar testet utfordes, glykolkvantifierings
forfragnings prover fran olika sjukhus (béde serum och urin).

Metod GC-MS mot foregdende publicerade GC-FID metod

utvirdering

Resultat Koefficient av variation mellan CV 7,4—8,9% och precision 98,3 — 103,1% for bide serum
och urin. R2 gav virde pa 0,9933 for EG.

Slutsatser Analysen var framgangsrikt tillsatt till méatningen i deras rutin klinisk prévning och
resultaten var inte statistiskt avvikande fran foregdende publicerade GC-FID metoder.

Etiskt tillstand Ja.

Kvalitetsgrad 23/29, Hog
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Forfattare, land
och ar

Marku R. Meyer, Armin A. Weber, Hans H. Mauer. Tyskland. 2010

Titel A validated GC-MS procedure for fast, simple, and cost-effective quantification of
glycols and GHB in human plasma and their identification in urine and plasma
developed for emergency toxicology

Syfte Att presentera en snabbare, kost effektivare och mer precis GC-MS metod som
utvecklats, framforallt for toxiska prover basera pa en 24h grund, pé kliniken dar
studien utfordes.

Urval Blank plasma frén en lokal blodbank. Blanka urinprov frén 4 friska méan och 4 friska
kvinnor

Metod GC-MS mot en foregdende GC-MS metod.

utvirdering

Resultat Identifiering av de olika komponenterna kunde ske. Problem sags med laktat
framforallt i de urinproven med forhéjda keratin nivier. Laktat undanhélls &ven om
otillracklig uppfyllnad skett innan det fors in i mikrovagsugn. CV var mellan 15—20 %

Slutsatser Metoden var palitlig, kost effektiv, snabb och enkel. Den presenterade
provforberedningen kan dven utstrackas till andra metoder for detektion av toxiska
analyter.

Etiskt tillstind | Ja.

Kvalitetsgrad 25/29 Hog
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Forfattare, land
och ar

Laurent Imbert, Elodie Saussereau, Christian Lacroix. Frankrike. 2014

Titel Analysis of Eight Glycols in Serum Using LC-ESI-MS-MS

Syfte Att presentera en alternativ GC metod, med en LC-MS-MS metod for at analysera étta
glykoler samtidigt i serum.

Urval Drog fritt serum fran (Lyphocheck, Bio-Rad).

Metod LC-MS-MS mot GC metoder

utvirdering

Resultat Korrelationskoefficienten (R) lag 6ver 0,98 for alla glykoler.
Bias bedomdes ocksa under utviarderingen av metoden och beridknades till >20%.

Slutsatser Metoden gar att anvianda for detektion av EG vid EG forgiftning, dock dven att
identifiera gamma hydroxibutyrat 6verdoser. Korta pre-analytiska steg tillater att dessa
test kan utforas pa akuta prov.

Etiskt tillstand Ej relevant

Kvalitetsgrad 24/29Ho6g
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Forfattare, land
och ar

Marek Dziadosz. Tyskland.2017

Titel Direct analysis of ethylene glycol in human serum on the basis of analyte

Syfte Att om analyt sammandragning formation/fragmentation kan appliceras for en direkt
EG analys for LC-MS/MS, baserat pa proteinutfillning med komponenten av mobila
fasen som den enda provforberednings steget.

Urval Blank humana serum fran blodbanken pa Hannover medicinska skola.

Metod LC-MS mot tidigare utvecklade LC och GC metoder

utvirdering

Resultat Studien visade att samma fragmentmonster uppstod for EG och EG-D4.CV var cirka 8
%, Recovery var 94%, matriseffekt var 63%. Interferens av EG-D4 forekom.

Slutsatser Metoden gar att anvianda for detektion av EG vid EG forgiftning, dock dven att
identifiera gamma hydroxibutyrat 6verdoser. Korta pre-analytiska steg tillater att dessa
test kan utforas pa akuta prov.

Etiskt tillstand Ej relevant
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